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論文内容の要旨
co-Gu　らは､ bHLH-PAS遺伝子ファミリーについて､生体内/外の環境シグナル-の坐体
の応答と適応に関わる遺伝子群との見方を提唱していていた｡既知のbHLH-PAS遺伝子が関
わる明暗応答､外来物質応答､低酸素応答といったそれぞれの生体応答反応を考えてみる
と生命現象におけるその高い重要性に気づくことができる｡このような重要な生理応答の
中で､それぞれに関連するbHLH-PAS型因子は､その生体内外の環境変化に応答しながら､
その応答反応に関わる多くの遺伝子群を最上位でコントロールしている｡
本研究は､このような重要な遺伝子が存在するbHLH-PAS遺伝子ファミリーに着目し､ヒ
トゲノム情報を利用することにより晴乳類の全く新規なbHLH-PAS型遺伝子を探索し､その
機能を明らかにすることを目的とした｡
本論文第一章においては､新規bHLH-PAS型転写因子NXFの単離についてまず記述した｡
bHLH-PASドメインのアミノ酸配列を検索queryとしたヒトゲノムデータベース検索によ
り､ Predicted exonの情報登録ひとつが見出された｡これは未知のbHLH-PAS型蛋白質の
一部である可能性を有しため､cDNAスクリーニングを行い､NXFと名づけた新規なbHLH-PAS
型遺伝子をクローニングすることができた｡ヒト､マウスそしてラットのNXFは相互に90%
を超える高い相同性を示し､その配列は晴乳類種間で高度に保存されていた｡また､ショ
ウジョウバェと線虫といった下等モデル生物にもNXFと共通の祖先遺伝子から分かれたと
考えられるNXFLと名づけたNXF類似遺伝子が存在することがはじめて明らかとなった｡
第二章においては､ NXFの転写因子としての基本的な性質を検討した結果について記載
した｡
I
NXFの転写活性についてまず検討し､NXFは転写活性化ドメインをC末端に有する転写活
性化因子であることを明らかにした｡ NXFはホモダイマ-を形成せず､ ArntlまたはArnt2
と-テロダイマ-を形成することが明らかとなった｡そのうち､特に脳内ではNXF:Arnt2
ヘテロダイマ-の形が主要機能形態であることが判明した｡ NXF:Arnt2-テロダイマ-結
合配列の検討の結果､ Sim2:Arnt-テロダイマ-の_結合配列CME配列に結合するポテンシ
ャルを有することが明らかとなった｡ただし､ NXF:Arnt2の最も最適な配列はCMEのコア
配列ACGTGではなく､ TCGTGであることがわかった｡一方､そのNXF:Arnt2-テロダイマ
-の結合配列選択性はそれほど厳密ではなく､同じ配列に対してNXFとSim2は競争的に結
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合､作用しうることがわかった｡このことからNXFの標的遺伝子群とSim2の標的遺伝子群
は部分的にオーバーラップしている可能性が示唆され､それらの遺伝子群の発現に対して
NXFは活性化に働き､ Slm2は抑制的に働く状況が有り得る事が示された｡またNXF遺伝子
プロモーターの検討をIn vitroで行ったところ､複数のNXF:Arnt2の結合エレメントが
見出され､これらのエレメントを介してNXF遺伝子発現はNXF自身によって自己調節され
ることが示唆された｡この自己調節ループはやはり　Slm2の共存により阻害を受けた｡
第三章においては､ NXF遺伝子の発現機構について記載した｡
NXF･遺伝子は脳神経系に選択的に発現する､誘導的発現機構を有する誘導性の遺伝子で
あることが初めて明らかとなった｡その誘導プロファイルは､ bHLH-PAS型遺伝子ファミリ
ーの中では初めてとなるImmediate early gene型であった｡
特に神経栄養因子によるNXF遺伝子誘導発現機構の解析から､そのNXFmRNAの誘導には
神経栄養因子レセプターの下流にあるPI3K-AKT経路が関与しているこが明らかとなった｡
また同レセプター下流のMAPK系によりNXF蛋白質はリン酸化修飾を受け､その転写活性が
増強されることも判明し､神経栄養因子レセプター下流のPI3-Akt系とMAPKの両者が相乗
的にNXFの機能を発現させるものと考えられた｡
第四章においては､ NXFをnullで欠損するNXF-KOマウス作製とその性質について記載
した｡
このマウスの出生直後においては有意な変化や異常所見は何ら得られなかったことから
NXF遺伝子欠損が腫発生に影響することは無いと考えられた｡一方､週齢が進むにつれ　2
ヶ月齢を越えた頃から死亡を始め､その死亡割合は1週間に1個体/20-30個体の割合で
あった｡また-テロマウスについても同腹の野生型マウスに比較して高い割合で死亡する
ことが判明した｡剖検により脳組織の損傷が確認され､組織学的検討により､週齢が進む
と共に脳内の様々な部位でニューロンの変性が生じることが明確に確認できた｡そのニュ
ーロン変性像はExcitotoxicityにおいて認められる像と類似していた｡そこで脳内の日常
的な神経活動に伴う　Excitotoxicityに対してNXF遺伝子は防御的に働いている可能性を
考え､ NXF-KOマウスにカイニン酸投与によるExcitotoxicity負荷を加えるという検討を
実施したところ､ NXF-KOマウス脳内では､カイニン酸投与によるExcitotoxicityが野生
型マウスよりもより重篤に生じることが判明した｡この結果は､神経変性が生じうる状況
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下特にExcitotoxicityが生じる際において､誘導されたNXFはニューロン防御に働く役
割を持つことを示している｡第三章で記載したBDNF等の神経栄養因子とNXF発現の深い関
連を考慮すると､神経栄養因子が深く関与することが知られている内在性の誘導性神経防
御系(On demand endogenous neuroprotectlon)において､神経栄養因子とともに､ NXF
はその神経の内在性神経変性防御機構を構成する役割を担っていることが示唆された｡
つい最近　Zhang　らは､神経活動に依存した神経細胞保護(Activity dependent
neuroprotection)の機構におけるNXFの役割を報告した｡ ①初代培養海馬ニューロンに
AAVウイルスベクターを用いてNXFを発現させると､神経栄養因子除去により誘導され
る神経細胞死が抑制される(%tnhibitionが約80%)｡この結果は､神経栄養因子による
神経細胞生存維持機能の少なくとも一部はNXFに依存している､あるいはNXFにより補
償されることを示している｡②AAVベクターによる発現RNAi法を利用して初代培養海馬
ニューロン中の神経活動に依存したNXF誘導発現をノックダウンさせると､神経活動に
依存した神経細胞保護(Activity-dependent neuroprotection)が認められなくなる｡ ③動
物個体レベルでもNXFの発現により神経変性が抑えられることを､AVウイルスベクター
により動物脳内に　NXF　を強制発現させておき､その後カイニン酸を授与し生じる
Excitotoxicityを検討することで示した｡コントロールがFluoro Jade染色でみた変性ニ
ューロンの割合が97.0±21.5%であるのに対して､ NXF強制発現海馬では同変性ニュー
ロンの割合が8.4±3.4%であるという｡彼らは結論として､神経活動に依存した神経細胞
保護(Activity-dependent neuroprotection)におけるNXF遺伝子のクリティカルな重要
性を指摘した｡
このグループの検討結果と結論は､筆者の本論文の主張｢NXFは､神経栄養因子と共に
神経の内在性の誘導性神経変性防御機構(On demand endogenous neuroprote'C･tion)を
構成する役割を担っている｣の証拠を更に強化し､その結論を強くサポートしている｡
NXFに関し今後の研究展開としては､どのようにしてNXFが神経保護を担うのか､たと
えばその責任ターゲット遺伝子を同定することが課題となる｡最近Linらは､ NXF遺伝子
自身がNXFのターゲット遺伝子であるという筆者q)結果を追試し確認するのと同時に､
BDNF遺伝子のプロモーターⅠおよびⅠVがNXFの結合エレメントを持つNXF応答性プロモー
ターであることを報告した｡更にRNAi法を用いてNXF遺伝子誘導発現をノックダウンする
と､脱分極刺激で誘導発現するBDNF量が減少することも合わせて示し､ BDNFがNXF遺伝
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子の直接的なターゲット遺伝子であることを明確に示した｡この結果は､ NXF　は主なター
ゲット遺伝子としてそのBDNFを用いて神経保護機能を発揮する可能性を示している｡上述
の通り本論文第三章ではBDNFシグナルの下流にNXF機能発現があることを示した｡従って､
Llnらの結果を考慮すればBDNFで誘導されたNXFがそのBDNFを再び誘導するという正の
方向のフィードバックループが存在することになり､その確認は重要な課題と考えられる｡
NXFは､他のグループの結果を合わせると､神経栄養因子と共に神経の内在性の誘導性
神経変性防御機構(On demand endogenous neuroprotection)を構成する役割を担う遺
伝子であるのが確実となってきた｡このNXFの発見を通して､ bHLH-PAS型遺伝子ファ
ミリーが生体内/外の環境変化のシグナル-の生体応答に関わるとの一般化の考え方をサ
ポートするもう一つの実例を提供することができた｡
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論文審査結果の要旨
本論文はNXF　と名付けた新規PASタンパク質のcDNA,遺伝子のクローニングを行い,
種々の発現系で分子解析を行い転写因子としての性質を調べ,さらにノックアウト(KO)マ
ウスの解析から大脳における生理機能を調べたものである｡
第一章では,ヒトの全ゲノム配列決定の結果から推定された,エキソンのデータベース
から,未知のPASタンパク質の遺伝子断片を見出し,その塩基配列からcDNAを単離し,棉
造解析を行っている｡ヒトNXFは802残基のアミノ酸からなり,既知のPASタンパク質と
比較した結果,新規pASタンパク質であることが証明された｡また,マウス遺伝子の構造
決定を行い8つのエキソンをもつ,全長5kbの遺伝子であることを見出した｡
第二章ではNXFのDNA結合配列を調べ,強く結合する配列を見出した｡ one-hybrid
systemを用いてNXFの転写活性化能を解析し, C末端領域に転写活性化領域が存在するこ
とを証明した｡一般にPASタンパク質は-テロ二量体で活性を示すが, NXFのパートナーを
調べ, Arnt2と強く結合し, Arntlとも結合することを見出した｡
第三章ではNXFは脳でのみ発現していること,胎児ではほとんど発現しておらず,出生
後強く誘導されることを見出している｡また,ニューロトロフィンNGF, BDNFによって誘
導されること,誘導にはPI3K/Akt経路の活性化が必要であること,転写活性化にはErk
MAPKによるリン酸化が必要であることを見出した｡
第四章ではNXF遺伝子のKOマウスを作成し,その形質発現を調べている｡ KOマウスは正
常に出生し胎児での異常は示さなかったが,出生後2ケ月頃からKOマウスは死亡し始め16
ケ月では約30%の生存率であった｡原因は海馬をはじめ多くの部位での細胞死であることを
解明したo　これはグルタミン酸毒性による細胞死と類似していた｡これらの結果からNX-F
は神経細胞死に対する保護効果があると結論した｡
以上の研究成果は神経細胞の種々の毒性刺激に対する保護機構において,まったく新し
い知見を樹立したものであり,申請者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力
と学識を有することを示している｡したがって,大江師久提出の論文は,博士(生命科
学)の博士論文として合格と認める｡
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